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胃癌における癌胞巣形態，発育様式とトリプシンの
　　　　　　　　　　　　腫瘍局在の検討
室 橋 隆
東京医科大学外科学第3講座
（指導二小柳泰久主任教授）
【要旨】細胞外マトリックス分解酵素であるトリプシンの免疫染色を行って，胃癌の胞巣形態および発育様
式とトリプシンの腫瘍内局在の関係を検討した．その結果，管状型の癌にトリプシンが高頻度に発現し，深
達度がどのレベルのものでも発現頻度に有意差がなかったことは，トリプシンの発現が胃癌発生の初期の段
階から認められることが示された．
　静脈侵襲を認める進行胃癌では，トリプシン発現頻度が高く（p＜0．05），同時性肝転移症例（4例）の原
発巣すべてにトリプシンが発現していたことから，トリプシンを産生する癌は静脈侵襲および血行性転移の
危険群となりうる可能性が示された．
はじめに
　癌はその進行（浸潤）過程において，癌細胞自身
を取り巻いている基底膜や脈管基底膜および宿主の
問質破壊をもたらす．Liottaら1）2＞3）は培養癌細胞
を用い，試験管内で癌細胞の①基底膜への接着，②
蛋白分解，③遊走という3段階の過程があることを
説明している（three－step　hypothesis）．基底膜の破
壊の第1段階である基底膜への接着について調べた
迎ら4）は胃癌の肝転移例をモデルとして原発巣を用
いて，基底膜構成成分の一つであるラミニン（細胞
外マトリックス）の発現が血行性転移に促進的に関
与している可能性を示した．一方，wangら5）は，
癌細胞の分泌する蛋白分解酵素（細胞外マトリック
スプロテアーゼ）のひとつであるurokinase－type
plasminogen　activator（以下u－PA）の発現の有無が
胃癌のリンパ節転移に影響を及ぼすことを報告して
いる．このように癌の浸潤や転移の過程に，細胞外
マトリックスの環境が重要な役割をはたしている．
1994年，越川ら6）はヒト培養胃癌細胞を用い，ト
リプシン，カテプシンB等の10種類の細胞外マト
リックスプロテアーゼの分解活性をザイモグラフィ
ー法を用いて分析し，トリプシンが1・皿・IV型
コラーゲンを分解することを明らかにした．生体内
においても胃癌発生から浸潤，転移の過程において，
トリプシンが基底膜破壊に役割をはたすことが予想
される．本研究は胃癌切除標本を用い，胃癌浸潤に
おける各深達度でのトリプシン発現態度を観察し，
両者の関連性の解明を試みた．また，基底膜構成蛋
白質であるラミニンの免疫染色を用いて基底膜浸潤
についてより客観化し，併せて検：質した．
材 料
　1992年1月から1992年12月の問に東京医科大学
外科学第3講座において切除された胃癌症例114例
（早期胃癌59例，進行胃癌55例）と，1993年1月
から1995年12月の問に切除された同時性に肝転移
のみられた胃癌症例4例を対象とした．いずれの症
例も，術前化学療法，放射線療法が施行されていな
い．なお，以下の免疫染色に用いられた組織材料は
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手術後直ちに10％緩衝ホルマリンで固定され，パ
ラフィンに包埋された通常の病理診断に用いられた
ものである．組織切片は腫瘍の最大割面に相当する
パラフィン包埋ブロックから得られた厚さ3μmの
連続切片である．
方 法
　1．トリプシン免疫染色
　免疫染色にはポリクローナル　ウシ抗ヒトートリ
プシン抗体（Biogenesis　Inc，　NH，　USA）を一次抗体
として，DAKO　ENVISION（Dako　Co．，Tokyo，　Japan）
にて行った（Table　1）．陽性コントロールは正常胃
粘膜の固有腺，特に主細胞の細胞質を対象とした．
①癌腺管の内壁表面が全周性に染まるもの，②癌細
胞の細胞質がびまん性に染まるもの，③癌細胞の細
胞質が淡く穎粒状に染まるものをトリプシン発現陽
性と判定した（Fig．1－a，　b）．
　2．ラミニン免疫染色
　一次抗体としてポリクローナルウサギ抗ヒトーラ
ミニン抗体（DAKO　A／S，　Glostrup，　Denmark）を用
い，斉藤ら7）の方法に準じて染色，判定した．
　3．癌の深達度・胞巣形態別トリプシン発現頻度
　癌の病理組織学的事項は胃癌取り扱い規約8）に準
じたが，研究目的の性格上，癌の先進部の胞巣形態
を，観察対象とし，i）管状型（Tubular　type），　ii）
索状型　（Trabecular　type），　iii）散在型（Isolated
type）の3型に分類した（Fig．2－a，　b，　c）．胃癌は組
織発生の面から分化型と未分化型に大別される．前
者は主として腸上皮化生粘膜を発生母地とし，発生
初期には基底膜を破壊せず，従来の被蓋上皮，腺窩
を置換する様に発育する．一方後者は主として固有
上皮を発生母地とし，発生時より粘膜固有層への浸
潤を伴う9）．以上より，二者を比較するため，粘膜
内癌においての浸潤の有無に注目し分類した．しか
し一般的に胃癌の場合，浸潤は粘膜下層以下への浸
潤を意味し，粘膜内から粘膜下層以下への浸潤に伴
って形態が変化することが知られているので，浸潤
に伴う変化の検討にはsm癌を用いた．さらに進行
癌は病理組織学的には膨張浸潤型（Expansive　inva－
sion　type），と浸透浸潤型（Infiltrative　invasion　type）
に大別され，前者がBorrman　1型，2型に，後者は
Borrman　3型，4型にほぼ一致する．前者に比し後
者の予後は不良とされ，本研究ではこれを分けて検
討した．
Table　1　lmmunostaining　procedure　for　trypsin
1）　Fixation　in　100／o　buffered　Formalin　（48　hrs）
2）　Deparaffinization
3）　Methyl　alchol　with　O．30／o　H202　（10　min）
4）　Pepsinization　（O．40／o　pepsin，370C，20　min）
5）　100／o　normal　goat　serum　（370C，　10　min）
6）　Bovine　anti－human　Trypsin　antibody
　（1：100，　Room　temperature，　15　hrs）
7）　DAKO　ENVISION　（Room　temperature，　60　min）
8）　DAB　treatment
　1）粘膜固有層浸潤
　粘膜内癌（m癌）33例を対象とした．粘膜固有
層内への浸潤の有無は基底膜染色としてのうミニン
染色を参考にした．基底膜浸潤の判定は佐々木らの
報告10）に準じ，癌巣周囲に連続性の基底膜が見ら
れるか，または断裂はみられるが、局所にとどまる
ものを非浸潤と判定し，基底膜の消失，またはラミ
ニン染色の染色性の低下や消失の見られる場合を固
有層内浸潤と判定した．
　2）粘膜下層浸潤
　sm癌26例を対象とした．粘膜筋板を含め，粘膜
固有層部をmucosal　area，粘膜筋板を越え，固有筋
層までをsubmucosal　areaとし，それぞれにおける
トリプシン発現の有無を検討した．
　3）固有筋層，漿膜下層浸潤
　mp以深の進行癌55例を対象とし，　i）膨張浸潤
型，ii）浸透浸潤型に大別し，トリプシン発現につ
いて検討した．さらに脈管侵襲（vascular　invasion）
のある症例については別に検討した．
　4．組織学的予後因子とトリプシン発現の関連
　組織学的予後因子として深達度，静脈侵襲（以下
V），リンパ管侵襲（以下ly），リンパ節転移（以下
n）を取り上げ，それぞれとトリプシン発現との関
連を検討した．
　5．肝転移症例の検討
　同時性肝転移胃癌4例を対象とし，原発巣および
肝転移巣における胞巣形態とトリプシン発現の関連
性を検：討した．
　6．統計学的処理
　統計学的有意差の検定は，x2検定にそ行い，適宜
Yatesの補正およびFisherの直接確率計算法を行
った．それぞれ有意差水準5％以下を有意差ありと
した．
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Fig．　1　Trypsin　（a）　is　stained　along　the　membrane　on　the　ductal　free　surface　（upper　left：　A）．　The
　　　　　cytoplasm　of　cancer　cells　is　densely　stained　（center　：　A）．　Neutrophils　are　stained　（lower　left　：
　　　　　一）．　（b）　The　cytoplasm　of　cancer　cells　is　lightly　and　evenly　stained　（A）．
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’ザ等 X． Fig．　2　Gastric　cancers　were　classified　into　　　　　3　histologic　types：
　　　　　（a）　tubular　type　（HE　stain；　×　100），
　　　　　（b）　trabecular　type　（HE　stain；
　　　　　　　×　135），
　　　　　（c）　isolated　type　（HE　stain；　×　100）．
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結 果
　1．非癌部のトリプシン発現
　非軟部胃組織（n＝114）のトリプシン発現は，
体部腺の主細胞の細胞質に明らか（114／114）であ
った．浸潤した好中球，線維芽細胞には胞体が淡く
染色された．幽門腺，偽幽門腺において，腺管を形
成している各細胞の細胞質が全例において強染され
た．また腸上皮化生，被覆上皮にはトリプシンの発
現を認めなかった．
　2．粘膜内癌のトリプシン発現
　胞巣形態別のトリプシン発現頻度は，管状型癌で
は19例中12例（63．2％）で，索状型癌では14例中
2例（14．3％）であり，有意に管状型が高頻度であ
った．散在型癌は認められなかった．
　トリプシン発現は固有層内非浸潤癌（上皮置換型）
9小中5例（55．6％），固有層内浸潤癌では10例中7
例（70％）であり，非浸潤癌と浸潤癌の間に有意差
はなかった（Table　2）．
　3．sm癌のトリプシン発現
　sm癌のうちmucosal　area，　submucosal　areaと
も管状型であったものが17例あり，そのうち12例
（70．6％）でmucosal　area，　submucosal　areaの両方
ともにトリプシン発現が認められた．mucosal　area
で管状型を呈し，submucosa1　areaで索状型に移行
していたものは1例であり，トリプシンの発現が
mucosal　areaで認められたが，　submucosal　areaで
は発現を認められなかった．mucosal　area，　sub－
mucosal　areaとも索状型であったものは7例であ
り，そのうちの3例（42．9％）に，またmucosal
area，　submucosal　areaとも散在型であった1例に
トリプシンが発現していた（Table　3）．
　4．進行癌のトリプシン発現
　進行癌のうち管状型癌17例中15例（88．2％）が
トリプシン発現を示した．索状型では32例中17例
（53．1％），散在型では6例中2例（33．3％）であっ
た．発育様式別にトリプシン発現頻度をみると，膨
張浸潤型で9例中7例（77．8％），浸：透浸潤型で46
例中27例（58．7％）であった．また脈管侵襲型で7
例中5例（71．4％）であった．管状型と索状型，お
よび管状型と散在型との間には有意差があった
（Table　4）．なお，　sm層の一・部にみられたような粘
膜癌から浸潤癌に伴ってみられた癌の胞巣形態の変
化は，sm癌からより深部への発育である固有筋層，
漿膜下層浸潤においては認められなかった．
　5．臨床病理学的因子と腫瘍トリプシン発現
（Table　5）
　1）深達度
　トリプシン発現は，m癌で33例中14例（42．4％），
sm癌26例中16例（61．5％），進行癌55例中33例
（60％）であり，sm以深の浸潤癌で発現頻度が高
い傾向にあった（p＝0．0978）．
　2）静脈侵襲
　v（一）では癌細胞のトリプシン発現が，37例中
19例（51．4％）であるのに対して，v（＋）では18
例中15例（83．3％）と両者の差が明らかであった．
　3）リンパ管侵襲
　ly（一）の場合トリプシン発現は4例中2例
（50．0％），ly（＋）では51例中32例（62．7％）に認
められ，両者間に有意差はなかった．
　4）リンパ節転移
　n（一）症例のトリプシン発現は14例中9例
（64．3％），n（＋）症例では42例中25例（59．5％）
で，n因子の有無による有意差はなかった．
　6．同時性肝転移症例
　胃癌原発巣が管状型であるものは3例ですべてが
トリプシンの発現を認めた．索状型の1例もトリプ
シンが発現していた．また，肝転移巣のトリプシン
発現状況は原発巣と同じであった．
考 察
トリプシンはアミノ酸233個よりなる分子量約
23000～25000前後の蛋白質であり，蛋白質あるい
はペプチドを分解する酵素活性を有する．トリプシ
ンの基質特異性として，基質のリジンあるいはアル
ギニン側鎖を特異的に認識し，これらリジンあるい
はアルギニンのCOOH側のペプチド結合を切断す
る．つまり，トリプシンはエラスターゼなどの他の
膵の蛋白分解酵素と同様にキモトリプシノーゲンの
形で膵腺房細胞で合成され，膵管から十二指腸に分
泌され，活性化される．さらにトリプシンは消化酵
素作用以外にトリプシノーゲン自身やキモトリプシ
ノーゲン，プロエラスターゼなど膵由来の前駆体蛋
白（チモーゲン）のすべてを活性化する作用も有す
る11）．越川ら12）はSTKM－1胃癌培養細胞から精製
した2種類のトリプシン様酵素がトリプシノーゲン
1，およびトリプシノーゲン2とそれぞれ同一であ
るとして，胃癌におけるトリプシン産生能を報告し
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Table　2　Relationship　between　lamina　propria　invasion　and
　　　　　　　　trypsin　expression　in　mucosal　gastric　cancers
　　　　　　　　　according　to　histologic　type
Table　3Ch nges　in　trypsin　expression　in　mucosal　and
submucosal　areas　according　to　histologic　type　in
early　gastric　cancers
　Non
lnvaslve
cancer
（n　一　9）
Lamina
proprla
　　　　　　　　　　　　　　　ロ1nvaSlve
cancer
（n－24）
Mucosal　area
1離：：濫P∴P＜…5
1solated　type
55．6　（5／9）
　　N．E．
　　N．E．
Submucosal　area
70　（7／10）
14．3　（2／14）
　　N．E．
Tubular　type
Tubular　type
Trabecular　type
Isolated　type
70．6　（12／17）
100　（1／1）
42．9　（3／7）
100　（1／1）
Tubular　type
Trabecular　type
Trabecular　type
Isolated　type
70．6　（12／17）
O　（O／1）
42．9　（3／7）
100　（1／1）
［O／o　（Number　of　positive　sites／total）］
　　　　　　　　　　　　（n　一　26）
　　　　　　　　N．S．　（P　一　O．2787）
Table　4Relationship　between　growth　pattern，　vascular　invasion　and　trypsin　expression　according　to　histologic　type　in　advanced
gastric　cancers
Growth　pattern vascular
Expansive　　　　In負1trative
@（n＝9）　　　　　　　（n＝46）
●　　　　　　　　　　　　　　●Pnvaslon
in＝7）
Tubular　type
srabecular　type
hsolated　type
75（3／4）　　　　　　92．3（12／13）　　　　　　　l
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
W0（4／5）　48．・（・3／27）　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　N．E．　　　　33．3（2／6）　　　　　1
88．2（15／17）
T3．1（17／32）
R3．3（2／6）
＊
＊
75（3／4）
U6。7（2／3）
@　N．E．
［0／o　（Number　of　positive　sites／total）］
　　　　　　N．E．　：　not　exist　（＊　：　P　〈　O．05）
Table　5　Correlation　between　trypsin　expression　and　clinicopathological　factors
0／o　（Number　of　positive　sites／total）p－value
depth　of　cancer　invasion
early　ca・　［　gem
advanced　ca．
42．4　（14／33）
61．5　（16／26）
60．0　（33／55）
N．S．
venous　mvaslon
v（一）
v（＋）
51．4　（19／37）
83．3　（15／18）
p　〈　O．05
1ymphatic　invasion
ly（一）
ly（＋）
50．0　（2／4）
62．7　（32／51）
N．S．
lymph　node　metastases
n（一）
n（＋）
64．3　（9／14）
59．5　（25／42）
N．S．
（5）
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ている．しかし，胃癌組織内にトリプシンの局在を
説明した報告はない．ヒト組織でその局在を証明し
た報告は，十二指腸バネート細胞の細胞質穎粒に発
現を認めたこと13）や，膵外分泌腺機能低下に関連
したバネート細胞および膵腺房細胞のトリプシン染
色の報告14）15）が散見されるのみである．
　1．正常胃粘膜のトリプシン発現
　分室部胃粘膜のトリプシン染色から，慢性胃炎
（萎縮性胃炎）の腸上皮化生に認められるバネート
細胞はトリプシンを有することが報告されてお
り13），著者は偽幽門腺化生巣にもトリプシンの発現
を認めた．つまり，トリプシンは胃固有上皮，化生上
皮のいずれにも存在することを確認した．従来分化
型胃癌（腺僧形成型）はその多くが腸型とされ，腸
上皮化生粘膜が発生母地とされてきた9）16）．しかし
分化型腺癌には腸型だけでなく，胃型を示すものも
多いことが指摘されている17）．著者は癌を胞巣形態
のみにおいて分類し，粘液性状等の形質による分類
は行っていない．Tatematsuら17）によると，胃型の
分化型腺癌は1）mucous　neck　cell　type，2）pyloric
gland　type，3）surface　mucous　cell　typeに分類され
る．本検討ではトリプシン発現はpyloric　glandに
のみ認められ，mucous　neck　cell，　surface　mucous
cellにはみられなかった．多くの癌は発生後，早期
には背景となった上皮の本来の機能を維持している
ことが多く，それらを考慮すると管状型（分化型）
に高頻度でみられたトリプシン発現は，pyloric
gland　type胃癌と関連している可能性があると著者
は考えている．一方，印環細胞癌は腸上皮化生や偽
幽門腺のない正常固有胃粘膜に囲まれているのに対
し，低分化型腺癌はわずかながら化生性粘膜に囲ま
れていることから，印環細胞癌と未分化型と区別し
難い低分化型腺癌では発生母地が異なる可能性を示
した18）．著者の索状型癌と散在型癌はほぼ低分化癌
と印環細胞癌の分類に対応しているとすると，トリ
プシンの発現頻度はいずれも低く，低分化癌と印環
細胞癌の違いはトリプシン発現の面から裏付けるこ
とはできなかった．しかし100％トリプシン発現の
ある主細胞と索状型や散在型を呈する癌の関連は少
ないものと推察された．
　2．深達度とトリプシン発現
　進行癌の発育様式とは無関係に，m癌，　sm癌，
進行癌のいずれにおいても，管状型にトリプシン発
現の頻度が高かった．これは，癌のとる胞巣形態そ
のものに関連していることを示唆している．大津
ら19）は胃の分化型sm癌のu－PA発現とリンパ節転
移の関連を免疫組織学的に検討している．その結果，
先進部腫瘍細胞のu－PAの発現はリンパ節転移の有
無と関連し，分化型腺癌においてはその進展に
u－PAが促進的に働くことを示している．しかし，
深達度sm　1からsm　3までの範囲では，　u－PAの発
現頻度と深達度の問には有意な関連は認められなか
ったとしている．内藤ら20）も大腸癌を用いて，深
達度とu－PA発現率の問に有意な関連は認められな
かったとしている．しかし，遺伝子の発現から調べ
ると，u－PAはリンパ節転移陽性例と脈管侵襲例と
共に壁深達度が進むにつれ発現頻度が有意に増加す
る21）．また問質のマトリックス時貸ロプロテアーゼー
2（MMP－2）の発現を調べた結果，早期胃癌やep
およびmm食道癌では陰性であるが，　mmを越え
るとその発現頻度は増加する22）23）．同じプロテア
ーゼであっても報告により結果が異なる理由には，
プロテアーゼの細胞外マトリックスに対する作用機
序の違いやプロテアーゼ自身の発現様式の相違によ
るものと考えられる．これまでに多くの細胞外基質
や基底膜の分解物質が発見されており，より完全な
結果を出すためには，これらの総合的な検討が必要
となろう．
　3．肝転移と腫瘍トリプシン
　本研究では，組織学的予後因子のうちリンパ管侵
襲やリンパ節転移の有無とトリプシン発現頻度との
関係は密接ではなかった．著者の結果は大津らによ
るu－PAの報告18）とは異なる結果になった．しかし，
静脈侵襲においてはu－PA発現に有意差を認めなか
ったと報告している．この点は著者の結果とも一致
する．一方，緒方ら24）は，大腸癌におけるマトリ
ックスメタロプロテアーゼー9（MMP－9）の発現頻
度と静脈侵襲との関連性はあるが，リンパ管侵襲と
の関連を認められないと報告している．また，斉藤
ら7）も浸潤性膵管癌においてカテプシンBの発現
と静脈侵襲との関連性のみを指摘している．リンパ
管侵襲と静脈侵襲との関連性が一致した結果となら
ない原因は，癌の静脈侵襲とリンパ管侵襲の機序の
相違，間質の線維化が著しい場合はly偽陰性とな
ることが想定されている．著者は，胃癌におけるリ
ンパ管侵襲は，組織切片上確認が十分可能なこと，
従来の病理組織学的検討でも，lyとn，　vと肝転
移および生存率との十分な関連性が多くの報告者に
（6）
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より示されていることから，両者の差はやはり，ト
リプシンによる基底膜破壊の機序の相違による結果
と考えている．事実，症例数が4例と少なく，統計
学的な有意差を述べることはできないが，同時性肝
転移症例の原発巣および転移巣においてそれぞれ
100％（4／4）のトリプシン陽性所見を得ている．
u－PAの発現と胃癌の肝転移とが正の相関を示した
との報告25）26）もあり，細胞外マトリックスプロテ
アーゼの発現を認める症例に関しては，血行性転移
を起こす可能性があることが推察された．
結 論
　1．胃癌切除標本114例を用い，免疫組織化学的
にトリプシンの腫瘍内局在と癌胞巣形態および発育
様式について検討した．さらに同時性肝転移を認め
た胃癌4症例を用い，原発巣および肝転移巣につい
てトリプシンの発現を検討した．
　2．癌の粘膜内浸潤，粘膜下層浸潤，進行胃癌に
おける固有筋層・漿膜下浸潤のいずれにおいても，
トリプシン発現頻度に差を認めず，癌発生初期より
持続的に発現されるものと考えられた．
　3．静脈侵襲を認める癌にトリプシンの発現が高
いこと，また同時性肝転移症例全例の原発巣・転移
巣にトリプシン発現を認めたことより，トリプシン
産生性の胃癌は血行性転移の危険群となる可能性が
示された．
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Histology，growth　pattern　and　intratumor　trypsin　localization
　　　　　　　　　　　m　gastrlc　cancers
Takashi　MUROHASHI
Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University，　Tokyo，　Japan
　　　　　　　　　　　（Director：　Yasuhisa　KOYANAGI）
　The　relationship　between　histology，　growth　pattern　and　intratumoral　localization　of　trypsin　was
evaluated　by　immunologically　staining　trypsin，　an　extracellular　matrix　decomposing　enzyme．　A　high
incidence　of　trypsin　expression　was　observed　in　the　tubular　type．　The　depth　of　invasion　was　not
significantly　related　to　the　incidence　of　trypsin　expression，　and　trypsin　expression　was　observed　from
in　early　gastric　cancers．　lncidence　of　trypsin　expression　was　significantly　high　in　advanced　gastric
cancer　patients　with　venous　invasion　（p　〈　O．05），　and　trypsin　was　expressed　in　all　4　synchronous　liver
metastasis　patients，　suggesting　that　there　is　a　high　risk　of　venous　invasion　and　hematogenous
metastasis　in　patients　with　trypsin－producing　cancers．
〈Key　words＞　Gastric　cancer，　Trypsin　staining，　Histology，　Growth　pattern
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